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Durante largo tiempo, el suero se hs utili-
zado pars la alimentacibén snimal., Mas recientemente, debi-
do entre otras cosas sl desarrollo de métodos pars ultra-
centrifugscibén del suero, se han separado las proteinss
del suero, lo que significa que se obtienen grandes canti-
dades de permesto de suero. Este permesto tiene un conteni
do muy bajo de proteinas mientras que las concentraciones

de lactoss y sales son aproximadamente las mismas que en

el suero. El permeato de suero, con sus bajos contenidos de

proteinas, se considers hoy en dis como un producto de de-
secho y, como tiene un gresn consumo bioldgico de oxigeno
BS (DOD7), es un producto de desecho costoso de tratar.
Sorprendentemente, se s encontrado shora que
los sltos contenidos de lactoss en el permesto de suero,‘
pueden utilizarse en un procedimiento nuevo para la produg|
cibn de 4cido citrico. e
El 8cido citrico se utilizs en gran‘escaié

en lz industris alimentaria como sustsncis sromstizanté) .

y puede utilizarse tembién en cierts extensidn en lss in--

dustriss farmacéutics y quimica técnica., Por ejemplo, él. |

Scido citrico se puede utilizar como sgente complejante en| .

compuestos de limpieze y pars la depuracidn de gsses de
chimenea,

Los métodos de produccibn de dcido citrico
empleados en lg actuslidad son muy antiguos. E1 método més
comlin es todavias aquél en el que se fermenta Aspergillus
Niger en ls superficie en recipientes abiertos utilizendo
melazas como fuente de carbono, preferiblemente melszas prg
cedentes de ls remolacha azucsrers. Existen sactuslmente

métodos modernos de inmersidm, con o sin cultivo continuo,
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en un pequefio numero de c¢3sos,

Todos los métodos comercisles de ls actualiﬁ
dad estén basados en el uso de sscaross como fuente de cax
bono, en su mayoris en la forms de melazas. En menor esca-
la, se hon utilizado hidrolizado y almiddén como fuentes dé
carbono. Adicionslmente, en la patente de EE.UU. 3.717.549
se ha propuesto un método pars la produccidn de &cido ci-
trico, en el que una caps de fermentacidn scumulative de
cido citrico se ferments en condiciones aerobiss. Como
fuentes de carbono sdecuadss, se proponen 3lmidén, melazas|,
sscerosa, glucosa, msltosa, dexbtrins, fructoss o galacto-
S3.

La lactoss es uns forms de azlicar que se pre
sents principslmente en ls leche. Ademéds, existen sélq'ﬁn
pequeilo nimero de microrgsnismos que pueden utilizsr lac-
toss como fuente de casrbono. Estos microorgsnismos estén’
presentes usualmente en ls leche y son capaces de formax ™

-galactdsidos. Por consiguiente, representaris unagr&ﬁ}
venteja econbémica el que fuera posible utiligar ls 1actoéa.

contenids en el suero o en el permeato de suero como fusn-

te de carbono en la fsbricacidn de $cido citrico, en compa
racibén con el uso de otros tipos de azficar o hidrolizados
de celulosa o almiddén como fuente de carbono,

De acuerdo con ls presente invencidn, se ha
comprobado sorprendentemente shora que es posible producir
§cido citrico en un procedimiento en dos etspas por culbi-
vo de microorgsnismos adecuados mientrss que se utiliza la
tosa como fuente de carbono., Psra poder utilizar ls lactosi

como fuente de carbono, la lsctoss tiene que transformerse
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en 8cido citrico. El problema estriba en conseguir que el
Scido pirGvico se concentre en la solucidn de cultivo de
tal menera que el mismo pueds transformorse en Scido citrj)

co por la influencis de microorgsnismos.

Asi pues, en este procedimiento,tiene que evi

tarse-13 trsnsformscidn del 3cido pirdvico en CC,. Adecus-
dsmente, esto puede logrsrse influyendo en el metabolismo
serobio de los microorgonismos. Una tol influencis puede
conseguirse, por ejemplo, por adicidn de cisnuros que en-
venensn la respirscidén de los microorgsuiswos, por dismi-
nucidén de la adicidn de oxigeno, o por udicibn de sneromi-
cina.

Asi, la presente invencidn se refieve s un

procedimiento pars 18 produccidn de Scido citrico, proce-

dimiento que se carscteriza por el hecho de que E, Coli KG,'

93, I se cultive en umns primers etsps dursnte 15-24 horas

8 unas temperaturs de 20-372C y a un pE de 5,0-7,5 sobre un

substrato constituido por permesto de suero al que se hau

afiadido fosfstos en concentrscibém de 0,8-1,6 g/litro y‘ni—
tratos en concentrascidén de 0,8-1,2 g/litro o uns canti@éd
correspondiente de ures, por el hecho de que H. Wickerha-
mii CBS 4308 se cultive en una segunds etaps dursnte 20-26
horss 8 uns temperaturs de 15-352C y un pH de 4,5-6,5 en
la solucidn de cultivo procedente de 1ls primers etaps des-
pués de lo cusl se obtiene dcido citrico de 1la solucidn de
cultivo de uns msners conocida per se.
Un substrsto sdecusdo que puede utilizarse

en el cultivo es un permesto de suero que ticne ls compo-

sicibn medis dadas a8 continuacidn:

v
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Porcentaje en peso

materia grasa 0,10-0,30

proteines 0,01-0,1 ¥
lactoss 4,5 - 5,5

sales 0,2 -0,8

fcido léctico 0,05-0,15

estando el resto constituido por agua.

Dado que existe une deficiencis principal-
mente en compuestos nitrogensdos en el substrato, la mis~
ma tiene que complementorse con nitratos o urea. Psras ellog,
puede utilizarse un solo nitrato o una mezcls de dos o més
nitratos. Por ejemplo, el nitrato de potssio es un compues]
to adecuado. Adicionaslmente, tiene que sfiadirse fdsforo sl
substrato, ¥ lo mds conveniente es afiadirlo en ls forms dé'
un fosfato tsl como KH,PO,, K,HPO, 6 NaNH,HPO,. Podriaﬁl
utilizarse tembién otros fosfatos y compuestos de fbésforo.
Ll substrato tiene que complementarse de tsl modo que el
contenido de fosfato ses 0,8-1,6 g/litro, preferiblementéﬂ

1,2 g/litro, y el contenido de nitrsto 0,8-1,2 g/litro,. pre

feriblemente 1,0 g/litro. Entonces, en luger de nitrste, .| -

se puede anadir una csubtidad correspondiente de urea.o:;”

La ceps de microorganismos (Escherichia Coli
KG 93, F) que se utilizs en lo primers etspa se seleccio-
na con respecto & su capacidad pars formsr Scido pirdvico,
mientras que 1o ceps de microorgsnismos (Hansenula Wicker-
hamii OBS 43%08) que se emplea en la segunda etapa se selec+
cionas con respecto 8 su aptitud pars formor 4cido citrico.

Convenientemente, ambas etapas del cultivo 59
lleven o cabo continuamente; Cuando se tronsfiere el liqui-+

do de cultivo procedente de la primers etsps & ls sezunds,
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A menudo existe especislmente una diferencig
en temperaturs y pH entre las dos etapss, lo cusl tiene
como efecto el que los célulass transferidas de E. Coli no
puedan competir con lss de H, Wickerhsmii. No obstante, si
se desea, E. Coli puede destruirse después de la primers
etsps.

Es especislmente ventsjoso reslizar el cult]
vo en la primers etsps a uns temperstura de sproximsdomen-
te 372C y un pH de sproximadasmente 7. Preferiblemente, a8l
comienzo en ls primers etaps del cultivo, se llevs 8 cabo
con un suministro de sire que se interrumpe después que
han trenscurrido eproximsdsmente las dos terceras partes
del tiempo de cultivo. Generslmente, ls primers etaps ser
da por terminada 8l cabo de sproximadsmente 18 horas.

Es preferible tener uns terpersturs de OP;O-

ximsdsmente 309C y un pH de aproximedgmente 5 en la segun-

“

da etapa. B

El valor del pH del substrato en las do&:eﬁg.'

-

pas puede regularse de modos diferentes. Por ejemplo, se: -

puede utilizar emoniaco geseoso. o

Precuentemente, se hace uns adicidn de 0,1~
0,5 g/litro de cisnuro, por ejemplo en forms de ferrocia-
nuro o 8cido cisnoacético, en la segunda etops del cultivo
En lugar de dicho cienuro puede utilizsrse aneromicina.

Como se ha mencionsdo srribs, el &cido citri
co se puede recuperar de 1ls segunda etspa de un modo cono-
cido per se. Por ejemplo, puede utilizarse uns precipita-

¢idén con carbonato de calcio o hidrdxido de calcio, y una

filtrscidn subsiguiente.
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Iz invencidn se exnlicard mis en detslle en
relocidn con los ejemplos de reslizacidn que se muestran
a continuacidn:

Ejemplo 1
Se utilizd un permesto de suero que tenis la

composicibn siguiente:

materia gress 0,20
proteinas 0,05
lactonna 5,0
fcido lhctico 0,1
sales 0,6

v el resto, constituido por agus.
w1l 0,6 por ciento en peso de sales osrribe in
dicado podis dividirse de 1o meners siguiente:

Porcentaje en neso

Ca 0,06

P 0,06 .-
0,16 -

N 0,03

NaCl 0,3

El permesto se complementd con 1,2 g/litro
de fosfatos y 1,0 g/litro de nitrstos.

El permesto de suero complementado se bombed
3 un fermentador continuo (Chemap R), que estabs provisto
de un sgitador de turbina. Is solucidén se inoculd con E.
Coli KG 93, F~ . El cultivo se llevé 2 csbo s uns temperstu-
ra de 372C y s un pH de aproximedsmente 7. E1l pH se mantuvd
en un valor estable por medio de smonfiaco g95e080. S8 sumi-

nistrd sire sl cultivo por medio de un compresor.




P- 68.997

10

15-

20

25

30
1068

Hoja nGm. 7

Al csbo de sproximodsmente 12 horss de culty
vo, se interrumpi6é completamente el suministro de aire pat
ra conseguir cierts concentrscidn de 4cido pirGvico. Des-
pués de sproximadsmente otrss 6 horss de cultivo sin sumit
nistro de sire, se bombed continusmente el liquido proce-
dente del fermentador s otro fermentador del mismo tipo ¥y
se inoculd en éste con H, Wickerhamii CBS 4308. Esta se-
gunds etapa del cultivo se llevd a cabo s una tempersturs
de 309C y un pH de sproximadamente 5. Bl cultivo de 1s se-
gunds etspa se continud durante aproximsdamente 24 horas.v
Asimismo, en ls segunds etspa, el pE se mentuvo en un va-
lor estaeble por medio de smoniaco gsseoso., Durante el cul-
tivo de la segunds etaps se sfisdieron 0,3 g/litro de ferrg
cisnuro. '

El rendimiento Je #cido pirfivico en la efapaY
primers fue 32 g/litro. El rendimiento de Scido citricb 
después de 1ls totslidsd del procedimiento ers 43 g/litro.
Ejemplo 2 '

Se repitid el procedimiento del ejemplo‘l“éda'f
la excepcidn de que ls primers etaps del cultivo (con #{j'”w’
Coli KG 93, F~) se 1levd @ cobo s uns tempersturs de 32¢C ii
y un valor de pH de 6,5. E1 cultivo se reslizd sl princi-
pio dursnte 16 horss con suministro de sire y lueno dursn-
te 8 horss sin suministro de sire. Ls segunds etapa del cul
tivo (con H,., Wickerhsmii CBS 4308) se llevd s cabo durante
2% horss 8 una tempersturs de 25°C y s un valor de pH de
5,5. EL rendimiento de Scido citrico fue 32 g/litro.

Ejemplo 3

Se repitid el procedimiento de acuerdo con el
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tivo se cfectud o una tempersturs de 379C y 8 un velor de
pH de 7,5. EL culbtivo se reslizd al principio durente 14 |
horzs con suministro de sire y luego dursnte 7 horss sin
suministro de sire. Ls segunds eteps de cultivo se resliz§
durante 22 horas a uns temperaturs de 302C y a8 un valor de
pH de '5,5. No se efectud adicidn alguns de ferrocisnuro.
El rendimiento de 4cido citrico fue 42 g/litro.
Ejemplo 4

Se repitid el procedimiento de scuerdo con
el ejemplo 1. Sin embargo, las primers etspa de cultivo se
1llevd & cabo 2 una temperaturs de %79C y 8 un valor de pH
de 6,5, El cultivo se reslizd sl principio dursnte 16 ho-
ras con suministro de sire y luego dursnte 8 horss sin éu-
ministro de sire. Ademds, ls segunds etsps del cultivo se
1llevbé 8 cabo dursnte 24 horss a une tempersturs de 2580 y;.
8 un valor de pH de 5,0. El rendimiento de 4cido citrico
fue 50 g/litro.

Ejemplo

Se repitid el procedimiento de scuerdo cong‘.
el ejemplo 1, con lz excepcidén de que ls primera etape Qél-
cultivo se 1llevd a cabo a una temperatura de 329C y a un
valor de pH de 6,5. E1 cultivo se efectud 3l principio du-
rante 16 horss con susinistro de sire y luego dursnte 8
horas sin suministro de sire. Adicionalmente, la segunds
etaps de cultivo se llevd a cabo durante 24 horss a una
temperaturs de 259C y a un valor de pH de 6,5. E1 rendimien
to de Hcido citrico fue 1,6 g/litro.

Io invencidn no se limits o 1lss realizacio-
nes indicadss, ys que &stas pueden modificarse en diferen-

tes formss dentro del alcance de 13 presente invencidnm.
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RETVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propié y nueva que
se presentsn pars que sesn objeto de ests solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espsfia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en 1ss reivindicaciones siguientes:

l2.~ Un procedimiento psrs la obtencidn de

gcido citrico, carscterizado por el hecho de que se culti-

va en une primers etsps E. Coli KG 93, F dursnte 15-24 ho
res a uns temperaturs de 20-372C y s un pH de 5,0-7,5 so-
bre un substrato constituido por permesto de suero al que
se han sfiadido fosfatos en una concentracidn de 0,8-1,6
g/litro y nitrstos en una concentrscién de 0,8-1,2 g/litrc
o una cantidad correspondiente de urea, y por el hecho dé
que se cultive en uns segunda etsps H. Wickerhsmii CBS 436?
dursnte 20-26 horas 8 uns temperaturs de 15-359C y s un pH
de 4,5-6,5 en la solucidén de cultivo procedente de la pfi- k
mers etaps, después de lo cusl se obtiene Scido eitrico aé|.
1la solucidn de cultivo de un modo conocido per se.
22,~ Un procedimiento de scuerdo con la rei-
vindicaecidn 12, caracterizado por el hecho de que el cﬁi%iv_f:
vo en ls primers etapa se llevs 8 cabo 8l comienzo con su-
ministro de sire, el cusl se interrumpe 38l cabo de aproxi-
madamente los 2/3 del tiempo de cultivo.
a,~- Un procedimiento de acuerdo con ls rei-
vindicascidn 12 § 22, caracberizado por el hecho de que‘el
cultivo en la primers etaps se lleva a cabo & una tempera-
tura de aproximadsmente 372C y 3 un pH de aproximasdsmente

W

4a,~ Un procedimiente de scuerdo con une cual
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el hecho de quc el cultivo en 1ls primers etapa se lleva @
¢abo dursnte aproximadsmente 18 horas,

53.- Un procedimiento de acuerdo con cualquile
ra de las reivindicaciones la-42, carscterizsdo por el he-
cho de que el cultivo en la segunds etaps se lleva a csbo

8 una tempersturs de aproximadsmente 302C y 3 un pH de apx

10

ximadsmente 5.

O

62,-~ Un procedimiento de acuerdo con cuslquil
ra de las reivindicaciones 12 a 52, carscterizado por el
hecho de que el valor de pil se ajusts por medio de smonia-

CO E35e050,.

72.~ Un procedimiento de acuerdc con cual-
quiera de lass reivindicsciones 12 g 62, carscterizsdo por
el hecho de que el cultivo en la segunds ebtaps se llevs a
cabo con un suministro de c¢isnuro que asciende & 0,1-0,5
g/litro.

82.~ Un procedimiento de scuerdo con una cual. -
quiers de lss relvindicaciones 12 s 62, ceracterizadodpéé-' _

el hecho de que ¢l cultivo en 13 segunda etsps se 1levaué:

cabo con un suministro de sneromicins. ‘jhf,'*”

9a8,- UN PROCEDIMIENTO PARA TA OBTENCION DE
ACIDO CITRICO.

Tal y como se ha descrito en lz memoria que
sntecede, y con los fines que se hsn especificado,

Esta memoris consta de diez hojes escritaes s

miquins por uns sols cars.

Madrid, 07.JIN1

P.A,

'Fe o dElzdbur
Por P
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